DNA damage response in Huntington disease by Vachová, Veronika
 
 
Univerzita Karlova v Praze 
Přírodovědecká fakulta 
 
Speciální chemicko-biologické obory 





Odpověď na poškození DNA u Huntingtonovy choroby 











Chtěla bych poděkovat svému školiteli RNDr. Mgr. Petru Šolcovi, Ph.D. za čas, ochotu a cenné 















Prohlašuji, že jsem bakalářskou práci zpracovala samostatně a že jsem uvedla všechny použité 
informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla předložena k získání jiného 




V Praze dne 15. 5. 2015 





Huntingtonova choroba (HD) je autozomálně dominantní neurodegenerativní onemocnění, 
které vede ke ztrátě striatálních neuronů v bazálních gangliích. HD se projevuje 
nekoordinovanými pohyby a progresivním narušením kognitivních funkcí. HD je poměrně 
vzácné onemocnění a vyskytuje se přibližně u 0,01 % západoevropské populace. Je způsobena 
expanzí CAG repetice v genu pro huntingtin (HTT). Tato mutace vede k prodloužení 
polyglutaminového řetězce. Během exprese mutantního huntingtinu (mHTT) dochází v buňce 
k akumulaci dvouřetězcových zlomů (DSB) kvůli snížené schopnosti je opravit, což přispívá 
k patogenezi HD. Tento mechanismus však není zcela objasněn. Je několik úhlů pohledu, jak 
mHTT narušuje odpověď na DNA poškození (DDR). Některé studie tvrdí, že při expresi mHTT 
dochází k nadměrné aktivaci DDR včetně p53 signální dráhy vedoucí k apoptóze. Další výsledky 
poukazují na neschopnost buňky efektivně dokončit opravu pomocí nehomologního spojování 
konců (NHEJ) nebo neschopnost buňky tyto DSB dokonce rozeznat. Všechny tyto teorie mohou 
vysvětlit buněčnou smrt v důsledku vysokého počtu neopravených DNA poškození. Pochopení 
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Huntington's disease (HD) is an autosomal dominant neurodegenerative disorder, which 
leads to loss of striatal neurons in basal ganglias. It is characterized by involuntary movements 
and progressive cognitive  impairment.  HD is a relatively rare disease and the prevalence is 
approximately 0,01 % of the population of Western Europeans. HD is caused by a CAG repeat 
expansion in the huntingtin gene (HTT). This mutation results in an elongated stretch of glutamin. 
Mutant huntingtin (mHTT) expression leads to accumulation of DNA double-strand breaks 
(DSB) due to reduced ability of effective reparation, which contributes to the pathogenesis of HD, 
however this mechanism is not fully understood. There are several viewpoints on how mHTT 
impaires DNA damage response (DDR).  Some studies say that the expression of the mHTT 
initiates excessive activation of the DDR, including the p53 signaling pathway, leading to 
apoptosis. Other studies represent results for dysfunction of non-homologous end joining after 
recognition of DSB or that the cell is not able to recognize DSB. All theories would explain cell 
death as a consequence of high levels of unrepaired DNA damage. The understanding of these 
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Ve zdravých buňkách denně dochází k poškození DNA působením endogenních i 
exogenních vlivů. Mezi nejzávažnější poškození patří dvojřetězcové zlomy (double-strand 
breaks, DSB). Při vzniku DSB dochází v buňce ke spuštění odpovědi na poškození DNA (DNA 
damage response, DDR) - k opravě poškození, zástavě buněčného cyklu nebo apoptóze. Jsou 
vyvinuty opravné mechanismy, mezi které patří nehomologní spojování konců (non-homologous 
end joining, NHEJ) a homologní rekombinace (homologous recombination, HR). Selhání těchto 
reparačních drah může vést např. ke kancerogenezi nebo k buněčné smrti. 
 
Huntingtonova choroba (HD) je neurodegenerativní genetická porucha, která vede k 
poškození nervového systému, zejména v žíhánem jádře (corpus striatum) bazálních ganglií. 
Projevuje se nekontrolovatelnými pohyby a výraznou změnou vnímání a chování postiženého. 
Dědí se autozomálně dominantně a vyskytuje se přibližně u 0,01 % západoevropské populace. 
Molekulární podstatou HD je expanze CAG repetic, které kódují polyQ řetězec v genu pro 
protein huntingtin (HTT). Běžný počet těchto CAG repetic je v nemutovaném genu asi 9 - 35, po 
překročení přibližně 40 repetic mluvíme o mutovaném huntingtinu (mHTT). Věk, kdy dojde k 
nástupu choroby, souvisí s počtem repetic. S větším počtem dochází k časnějším projevům 
onemocnění. Funkce HTT však není zatím zcela objasněna. 
Při expresi mHTT dochází s věkem k akumulaci DSB. To má za následek buněčné 
dysfunkce a zejména v nervových buňkách vede vysoké množství neopravených DSB k buněčné 
smrti. Buňky exprimující mHTT mají sníženou schopnost DSB efektivně opravit. Jaký je přesný 




 Shrnout reparační mechanismy dvouřetězcových DNA zlomů. 
 Zpracovat na základě dostupné literatury problematiku odpovědi na dvouřetězcové zlomy 
v HD patogenezi. 
 
2 DVOUŘETĚZCOVÉ ZLOMY DNA 
 
Denně vzniká v buňce mnoho poškození na úrovni genomové DNA, mezi která patří 




Dvouřetězcové zlomy (double-strand breaks, DSB), během kterých se přeruší obě vlákna 
DNA, představují pro buňku největší hrozbu. Není zde totiž druhé vlákno, které by mohlo sloužit 
jako templát pro dosyntetizování přerušeného vlákna DNA, jako je tomu například u 
jednořetězcových zlomů.  
Tyto zlomy mohou vznikat na základě endogenních i exogenních vlivů, chemických, 
fyzikálních a biologických faktorů. Mezi exogenní faktory patří například ionizační záření, 
radiomimetické drogy (bleomycin, neokarcinostatin) nebo inhibitory topoizomeráz (Mahaney et 
al. 2009). 
DSB se také endogenně tvoří při běžných buněčných procesech, jako je meiotická 
rekombinace, V(D)J rekombinace při vzniku různých izoforem receptorů T-lymfocytů 
a imunoglobulinů, přesmyk těžkých řetězců u imunoglobulinů, apoptotická fragmentace DNA, 
kolaps replikační vidličky nebo během buněčného metabolismu, při kterém vznikají volné 
kyslíkové radikály, které taktéž poškozují DNA (Mahaney et al. 2009). 
Ačkoliv jsou v buňce vyvinuty mechanismy pro opravu DSB a jiných poškození, chyby v 
opravách vedou k mutacím, chromozomovým translokacím, genomové nestabilitě, buněčné smrti 
nebo transformaci buňky v buňku rakovinnou (Mahaney et al. 2009). 
 
2.1 Rozpoznávání dvouřetězcových zlomů DNA 
Při rozpoznávání dvouřetězcových zlomů hraje důležitou roli protein Ku70/80. Je to 
heterodimer, který je pojmenován podle velikosti svých dvou podjednotek (Ku70 = 69,8 kDa, 
Ku80 = 82,7 kDa) (Zhang et al. 2001). Ku70/80 se s vysokou afinitou váže na volné konce 
dvouřetězcové DNA, tedy i na DSB, bez potřeby energie, sekvenční specifity a bez ohledu na 
přesah volných konců. Stabilizuje je a chrání před aktivitou DNA modifikujících enzymů (Blier 
et al. 1993). Chrání tak DNA před degradací exonukleázami a dalšími enzymy a před vazbou na 
jiná místa genomové DNA. Vazba probíhá bez sekvenční specifity z důvodu vazby na 
sacharidovou kostru DNA a nikoliv na báze (Walker et al. 2001). Jedná se o protein s toroidní 
strukturou, kterou se přímo navléká na volné konce DNA, a to během několika sekund od vzniku 
DSB v buňce (Ciccia and Elledge 2010). 
Ku70/80 funguje jako proteinové lešení, na které se váží další komponenty důležité pro 
opravu mechanismem NHEJ. Koncentrace Ku70/80 vázaného na volné konce DNA je 
v dynamické rovnováze s koncentrací volného proteinu, z čehož vyplývá, že skládání komplexu 
pro opravu cestou NHEJ je reverzibilní (Mari et al. 2006). 
Dalším enzymem, který rozpoznává zlomy DNA řetězce je Poly(ADP-ribosa) polymeráza 
1 (Poly (ADP-ribose) polymerase 1, PARP1). Účastní se především oprav jednořetězcových 
zlomů (single-strand breaks, SSB). U DSB pak kompetuje s proteinem Ku70/80 a podporuje HR 
(Hochegger et al. 2006) nebo alternativní cestu NHEJ (alt-NHEJ) (Wang et al. 2006). PARP1 
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také zprostředkovává a usnadňuje počáteční akumulaci proteinového komplexu MRE11-RAD50-
NBS1 (MRN) na místech DSB (Haince et al. 2008). 
Komplex MRN hraje úlohu v rozpoznávání, funguje jako koaktivátor specifických 
signálních cest regulace buněčného cyklu způsobených DSB a jako efektor během HR a NHEJ. 
Tento komplex lze také nalézt v asociaci s telomerami na koncích lineárních chromozomů, kde 
přispívá k jejich údržbě. MRN komplex hraje roli během brzké fáze DDR jako senzor DSB 
(Petrini 2003). 
Samostatný MRE11 (meiotic recombination 11) tvoří stabilní dimery, které zajišťují vlastní 
vazbu na DNA a spojování DSB konců. Mají také exonukleázovou a endonukleázovou aktivitu 
vůči různým jednořetězcovým i dvouřetězcovým DNA (Paull and Gellert 1999). In vivo tvoří 
MRE11 komplexy s RAD50 tak, že každý MRE11 váže jeden RAD50, kde výsledkem je 
heterodimer MRE112RAD502. RAD50 obsahuje ATPázovou doménu typu ABC (ATP binding 
cassette), která interaguje s MRE11 a zajišťuje asociaci s konci DNA u DSB (Hopfner et al. 2000). 
S rostoucí koncentrací MRE112RAD502 oligomerizují na koncích dsDNA, kde zajišťují spojení 
mezi DNA konci, a tak tvoří lešení, které drží tyto konce pohromadě (de Jager et al. 2001). Dnešní 
představa o funkci tohoto komplexu je, že MRE11 dimer usnadňuje vazbu blízko se nacházejících 
konců DSB a RAD50 umožňuje vazbu vzdálenějších molekul DNA (Hopfner et al. 2002). 
RAD50 zvyšuje afinitu MRE11 k DNA a stimuluje nukleázovou aktivitu. Tyto účinky dále 
posiluje navázání NBS1 (nibrin) (Paull and Gellert 1999). NBS1 je především zodpovědný za 
lokalizaci MRN komplexu do jádra (Desai-Mehta et al. 2001). Stimuluje vazbu komplexu na 
DNA a nukleázovou aktivitu MR komplexu, ale sám nevykazuje žádnou enzymatickou aktivitu. 
Přispívá k procesu opravy DSB hlavně zprostředkováním protein-protein interakce na místech 
DNA poškození. C-konec obsahuje doménu interagující s ATM (Ataxia telangiectasia mutated), 
který je směrován do místa DSB (You et al. 2005). 
ATM je fosfoinositol-3-kináze podobná kináza (PIKK) s helikální HEAT opakující se 
doménou v N-koncové oblasti. Má centrální roli v řízení DDR. Aktivace ATM je regulována 
komplexem MRN. V nepoškozených buňkách se ATM vyskytuje jako neaktivní homodimer, 
který není v této konformaci schopen fosforylace substrátů. Během DSB je ATM rekrutován do 
místa poškození interakcí s C-koncovým motivem NBS1. Dimer se disociuje, ATM se stává 
aktivním a dochází k autofosforylaci na serinu-1981 (Bakkenist and Kastan 2003). 
Jakmile je ATM aktivována, fosforyluje řadu cílů, které jsou klíčové k dalšímu postupu. 
Jedním z takových je histon H2AX (u metazoí), přesněji jeho C-konec, ze kterého vznikne 
fosforylovaný γH2AX. Tato modifikace se rychle rozšíří okolo místa účinku do vzdálenosti až 
několika megabází u vyšších eukaryot (Berkovich et al. 2007).  
Takto upravené histony jsou dále cílem pro další PIKK jako je ATR (Ataxia telangiectasia 
mutated and Rad3 related protein) a DNA proteinkináza (DNA-PK) (Downs et al. 2000). Tato 
fosforylace tedy označí DSB místo a poskytne tak fosforylací regulovatelnou platformu pro 
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shromáždění opravných a podpůrných faktorů. Amplifikace počátečního signálu z DSB je 
usnadněna přímým navázáním fosforylovaných γH2AX na C-konce BRCT domén mediátoru 
kontrolního bodu buněčného cyklu MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint protein 1), který 
dále rekrutuje aktivované ATM, což vede k další fosforylaci a γH2AX šíření (Lou et al. 2006).  
 
Obr. 1. Formování γH2AX ložisek během G1 a G2 fáze. Nepoškozené buňky obvykle vykazují 
menší množství γH2AX ložisek v G1 fázi, v G2 fázi mírně zvýšenou hladinou. Po ozáření 2 Gy 
je zřetelné výrazné množství γH2AX ložisek, které se formují na vzniklých DSB. V G2 fázi je 
oproti G1 fázi přibližně jednou takové množství. Převzato z Löbrich et al. 2010. 
 
Lokalizace MDC1 do blízkosti DSB a následná expanze γH2AX usnadňuje rekrutaci 
a zadržení proteinů kontrolních bodů účastnících se opravy DNA jako NBS1, 53BP1 (p53-
binding protein1) a BRCA1 (breast cancer 1) pro zastavení buněčného cyklu a k opravě DNA 
(Goldberg et al. 2003). MDC1 je jako zesilovač signalizace ATM životně důležitý během DDR 
a při zajištění stability genomu (Lou et al. 2006). 
 Bylo zjištěno, že v přímém okolí DSB (1 - 2 kb) je poměrně malý výskyt γH2AX, což 
kontrastuje s hojným nálezem MRE11 a dalších opravných proteinů. Hladina MRE11 a NBS1 
klesá se zvyšující se vzdáleností od DSB, což ukazuje na nepřímou úměru ve vztahu γH2AX 
a MRN (Shroff et al. 2004; Berkovich et al. 2007). 
ATR je další PIKK, která je aktivována poškozením DNA. Za pomoci svého regulátoru 
ATRIP (ATR-interacting protein) rozpoznává ssDNA, která jsou tvořena během zpracování DSB 
nebo je přítomna u zastavené replikační vidličky. ATR je rekrutován na místo poškození 
replikačním proteinem A (replication protein A, RPA), který se váže k ssDNA (Zou and Elledge 
2003). ATRIP mimo jiné usnadňuje rekrutaci proteinu TopBP1 (DNA topoisomerase-2-binding 
protein 1), který je právě přímým aktivátorem komplexu ATR-ATRIP (Choi et al. 2010). 
Mezi substráty, které ATR fosforyluje patří p53, BRCA1, Chk1 (Checkpoint kinase 1) 
a Rad17 (Cell cycle checkpoint protein RAD17). Tato fosforylace nakonec inhibuje replikaci 
a  mitózu a umožní opravu DNA, rekombinaci nebo apoptózu. ATR je na rozdíl od příbuzného 
ATM aktivován poškozením UV zářením, a zatímco ATM reaguje hlavně na detekci DSB, ATR 




2.2 Oprava dvouřetězcových zlomů 
DSB mohou být opraveny několika reparačními mechanismy, mezi které patří 
nehomologní spojování volných konců (non-homologous end joining, NHEJ) a homologní 
rekombinace (homologous recombination, HR). 
 
2.2.1 Nehomologní spojování volných konců – NHEJ 
NHEJ je hlavní reparační dráhou DSB v savčích buňkách. Jedná se o rychlé opětovné 
spojení volných konců DNA v místě zlomu. Není zde vyžadována sesterská chromatida, která by 
sloužila jako templát pro dosyntetizování poškozené DNA, proto je NHEJ využívána především 
v G1 a brzké S fázi buněčného cyklu. Během opravy pomocí NHEJ dochází však k úpravě 
poškozených konců DNA potřebné pro jejich správnou ligaci, což ale velmi často vede ke ztrátě 
či zisku části sekvence. Proto se oproti jiným reparačním drahám, jako je HR, vyznačuje vysokou 
chybovostí (Chapman et al. 2012). 
Jak bylo zmíněno výše, v prvním kroku NHEJ dochází k rozpoznání DSB a vazbě 
heterodimeru Ku70/80 na volné konce DNA. Za vazbu na DNA je zodpovědná C-terminální 
doména proteinu Ku70 (Zhang et al. 2001). C-terminální oblast podjednotky Ku80 rekrutuje 
a aktivuje katalytickou podjednotku DNA-dependentní proteinkinázy (DNA-dependent protein 
kinase, catalyticsubunit, DNA-PKcs) (Singleton et al. 1999). Po vazbě DNA-PKcs na Ku70/80 
spolu dvě molekuly DNA-PKcs interagují za vzniku homodimeru a dochází k přemostění 
(end-bridging) konců DNA, což je nezbytné pro intramolekulární ligaci v místech zlomu, tedy 
pro spojení v rámci jedné molekuly DNA (DeFazio et al. 2002). 
DNA-PKcs patří do rodiny PIKK, C-terminální oblast obsahuje katalytickou fosfoinositol-
3 kinázovou doménu (PI3 kinase domain). Je to DNA-dependentní serin/threoninová 
proteinkináza, která následně fosforyluje a tím aktivuje další proteiny účastnící se opravy (Davis 
et al. 2014).   
V dalším kroku procesu NHEJ dochází k úpravě volných DNA konců, aby mohlo dojít 
k jejich správnému spojení. Tento krok ovšem není vždy vyžadován, například pokud při zlomu 
vzniknou dva tupé konce, mohou se bez úprav znovu propojit. Působením ionizačního záření nebo 
reaktivních kyslíkových radikálů však často vznikají konce nevhodné pro okamžitou ligaci, 
většinou s 3‘ nebo 5‘ jednořetězcovým přesahem. Na komplex proteinů Ku70/80 a DNA-PKcs se 
poté váží enzymy mající na starost úpravu těchto konců. Úprava spočívá v přímém odstranění 
přesahů či v dosyntetizování komplementárního vlákna, přičemž nukleotidová sekvence přesahu 
je využita jako templát (Davis et al. 2014). Tento krok velmi přispívá k chybovosti mechanismu 
NHEJ, často totiž dochází k odstranění nebo vložení několika nukleotidů. 
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Pokud se na konci vlákna DNA vyskytuje skupina blokující ligaci, tedy fosfátová skupina 
na 3‘ konci nebo hydroxylová skupina na 5‘ konci vlákna, enzym polynukleotid kináza 
(polynukleotide kinase, PNK) vytvoří na základě své 5’-kinázové/3‘-fosfatázové aktivity na 5‘ 
konci fosfátovou a na 3‘ konci hydroxylovou skupinu, které jsou důležité pro efektivní ligaci 
konců DNA (Bernstein et al. 2005). V posledním kroku dochází k vazbě DNA ligázy IV (DNA 
ligase IV, Lig IV), která opět spojí volné konce DNA. Její aktivita je stimulována proteinem 
XRCC4 (X-ray repair cross-complementing protein 4), se kterým tvoří v buňce komplex 
(Grawunder et al. 1997). XRCC4-Lig IV má nízkou DNA vazebnou aktivitu, a proto je pro 
rekrutování ligázy IV k DNA koncům potřeba vazby na heterodimer Ku70/80. Přítomnost 
DNA-PKcs pro zajištění vazby není vyžadována, ovšem lze očekávat její stabilizační efekt na 
tento komplex. Pro vznik stabilního komplexu NHEJ reparační dráhy není tedy nutné fixní pořadí 
vazby jednotlivých faktorů (Calsou et al. 2003; Mari et al. 2006).  
XRCC4 se kromě ligace účastní také úpravy konců DNA před samotnou ligací, případně 
interaguje s enzymy za úpravu zodpovědnými (Koch et al. 2004). Intramolekulární ligace 
je rychlá a efektivní i v malých koncentracích enzymu a substrátu a vysokému podílu 
nepoškozené DNA (McElhinny et al. 2000). 
 
 
Obr. 2. Nehomologní spojování konců. DSB jsou rozeznávány proteinovým komplexem 
Ku70/80. Poté dochází k vazbě DNA-PKcs, komplexu XRCC4/Lig IV a proteinů, které se účastní 
úpravy konců. Následně dochází ke spojení obou volných DNA konců. Převzato z van Gent and 
van der Burg 2007. 
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2.2.2 Homologní rekombinace - HR 
Další pro buňky esenciální opravný mechanismus je HR. Oproti NHEJ se vyznačuje 
vysokou přesností. Je zde totiž využita nepoškozená sesterská chromatida, která slouží jako 
templát pro syntézu chybějící části sekvence a nedochází tak ke ztrátě genetické informace. HR 
se uplatňuje během S a G2 fáze, tedy ve fázích, kdy je sesterská chromatida k dispozici (Chapman 
et al. 2012). 
Zatímco fosforylace histonu H2AX a vazba MDC1 probíhá velmi brzy po indukci DSB, 
další proteiny účastnící se HR, jako BRCA1, se objevují v reparačním komplexu mnohem 
později, je tedy zřejmé, že reparace pomocí HR je vysoce organizovaný a regulovaný proces 
(Bekker-Jensen et al. 2006). Pro jejich rekrutování je důležitá akumulace MDC1 a jako další 
faktory hrající roli v tomto procesu se objevují proteiny RNF8 (Ring finger protein 8), RAP80 
(receptor-associated protein 80) a kaskády posttranslačních modifikací - fosforylace 
a ubikvitinace (Yan and Jetten 2008).  
RNF8 je E3 ubikvitin ligáza vázající se do reparačního komplexu na základě vazby vlastní 
FHA domény (Forkhead-associated domain) s fosforylovaným MDC1. Je schopna vázat ubikvitin 
konjugační enzymy, konkrétně ubikvitinační komplex UBC13, prostřednictvím její RING 
domény (Ito et al. 2001), a poté ubikvitinovat histon γH2AX na Lys63 (K63) (Mailand et al. 2007; 
Plans et al. 2006).  
Na takto polyubikvitinovaný histon γH2AX se následně váže protein RAP80, který ve své 
N-terminální doméně obsahuje dva ubikvitin-interagující motivy (ubiquitin-interacting motif 
domains, UIMs). Na jeho aktivaci se podílí fosforylace ATM kinázou (Yan et al. 2007).  
Aktivovaný RAP80 přivádí do komplexu protein BRCA1, s nímž interaguje pomocí BRCT 
domény na C-konci. Na N-konci má pak RING doménu rozpoznávanou RING motivem proteinu 
BARD1 (BRCA1 associated RING domain 1). Tvoří spolu heterodimer BRCA1-BARD1 
fungující jako ubikvitin ligáza a interagující s dalšími proteiny, se kterými tvoří rozsáhlé 
komplexy (Yan et al. 2007). Především s CtIP (CtBP-interacting protein), který zároveň 
interaguje s MRN komplexem lokalizovaným na volných DNA koncích (Chen et al. 2008; 
Greenberg 2006). 
Bylo dokázáno, že komplex BRCA1/CtIP/MRN se podílí na regulaci buněčného cyklu a je 
konkrétně podstatný pro G2/M kontrolní bod. Ukázalo se, že fosforylace CtIP probíhá právě 
pouze v G2 fázi. Navíc je tento komplex zodpovědný za aktivaci Chk1 a tedy následné zastavení 
buněčného cyklu (Yu and Chen 2004). 
BRCA1/CtIP/MRN komplex je také vyžadován pro následnou resekci DNA konců, čímž 
vznikají jednořetězcové úseky DNA potřebné pro opravu pomocí HR (Chen et al. 2008). V první 
fázi dochází k částečné resekci, jež je regulována ATM a přímo se na ní podílí podjednotka MRN 
komplexu MRE11 mající endonukleázovou aktivitu (You and Bailis 2010). Další fází je za 
pomoci helikáz rozsáhlá resekce prostřednictvím exonukleázy 1 (EXO1), která generuje 3' 
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ssDNA. Na těchto místech dochází k akumulaci RPA, což vede ke stabilizaci vzniklých 
jednořetězcových úseků a nedochází tak k jejich degradaci nebo nežádoucímu vzniku 
sekundárních struktur (Bolderson et al. 2010). 
Za následnou invazi řetězců do homologní části sesterské chromatidy, kde dochází k 
homolognímu párování a vzniku DNA heteroduplexu, je zodpovědná rekombináza RAD51 
vytvářející na ssDNA nukleoproteinová filamenta. Lokalizace RAD51 je zprostředkována 
proteinem BRCA2 (Breast cancer 2) (Yuan et al. 1999).  Invazí volných konců do 
homologního chromozomu vzniká v další fázi HR D-smyčka. Vlákna jsou v tuto chvíli kovalentně 
propojená a udržují se tak u sebe. DNA polymeráza prodlužuje 3' přesahující řetězec syntézou 
nové DNA po vzoru vlákna na sesterské chromatidě.Za pomoci ligázy dochází v molekule DNA 
k propojení nově nasyntetizovaných a původních vláken a vzniká tak křížová struktura nazývaná 
Hollidayův spoj (Holliday junction). Na jejím rozvolnění se podílí komplex s nukleázovou 
aktivitou resolváza. Dojde tak k rozštěpení vláken, rozvolnění struktury a opětovné ligaci (Ip et 
al. 2008). Výsledkem jsou dvě intaktní molekuly DNA a znovu obnovená nukleotidová sekvence 
na vláknech, která byla poškozená. 
 
2.2.3 Výběr reparačního mechanismu DSB 
To, jak si buňka vybírá, kterou z opravných cest poškození DNA použije, není dodnes zcela 
objasněné. Předpokládá se, že mezi sebou jednotlivé cesty soutěží. Je dokázáno, že tuto 
soutěživost mezi sebou vykazují minimálně NHEJ a HR a že mohou za určitých podmínek 
opravovat stejné druhy poškození (Takata et al. 1998; Kim et al. 2005). Bylo také zjištěno, že 
v buňkách je zvýšené množství proteinů HR v případě, kdy je z nějakého důvodu NHEJ 
nefunkční. Může tak dojít k částečné záchraně u vážných fenotypů spojených s deficitem XRCC4 
nebo Lig IV rozrušením komplexu DNA-PK. V takovém případě, kdy je DNA-PK deletována, 
jsou DSB snáze přístupny pro HR a vyruší se tak tento vážný fenotyp (Adachi et al. 2001). 
Výběr cesty opravy DSB je regulován několika faktory. Jde hlavně o typ poškození a fázi 
buněčného cyklu. Naprogramované DSB jsou směrovány do předem určených cest opravy. DSB 
generované V(D)J rekombinací RAG proteiny jsou opravovány NHEJ a zlomy generované při 
rekombinaci během meiózy proteiny Spo11 jsou opraveny HR (Dudley et al. 2005; Cole et al. 
2010). U oprav programovaných DSB může posílit výběr cesty několik faktorů. Např. u výše 
zmíněného Spo11 dochází k jeho kovalentní vazbě na DNA a je odštěpována komplexem 
MRX/Sae2 (Neale et al. 2005).  
Rovnováha mezi NHEJ a HR se posouvá během buněčného cyklu. Dostupnost templátů 
pro opravu ovlivňuje účinnost HR, která je upregulována během S a G2 fáze. Tedy v momentě, 
kdy jsou dostupné sesterské chromatidy (Kadyk and Hartwell 1992). NHEJ ale zůstává aktivní i 
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během těchto fází buněčného cyklu a tedy soutěží s HR i ve chvíli, kdy jsou dostupné homologní 
templáty (Takata et al. 1998). NHEJ je naopak aktivní nejvíce v buňkách během G1 fáze.  
Tato závislost opravy DSB na buněčném cyklu je zapříčiněna fosforylacemi reparačních 
proteinů cyklin dependentními kinázami. Hladina proteinu CtIP je nízká během G1 fáze, ale je 
upregulována při postupu skrze S/G2 kontrolní bod. CDK2-dependentní fosforylace CtIP na Ser-
327 podporuje formování komplexu mezi CtIP, MRN a BRCA1 v S/G2 (Buis et al. 2012; Chen 
et al. 2008). Fosforylace pomocí CDK může hrát také negativní roli. Fosforylací Ser-3291 je 
zablokována C-koncová interakce mezi BRCA2 a Rad51 a tím je HR inhibována (Esashi et al. 
2005). 
Důležitost DNA-PK hraje také svou roli. Ve většině případů je prvním reparačním 
faktorem, který se naváže na DSB. Exprese všech komponent DNA-PK není redukována během 
S fáze, kdy je aktivnější HR (Lee et al. 1997). Je tedy možné, že v soutěžení mezi HR a NHEJ by 
vždy vyhrálo NHEJ a skutečně se ukázalo, že u vyšších eukaryot NHEJ převládá u většiny oprav 
DSB (75 % oprav zajišťuje NHEJ, 25 % HR) (Mao et al. 2008).  
Volba cesty opravy DSB může být řízena protichůdnými aktivitami proteinů 53BP1 
a BRCA1. 53BP1 stimuluje NHEJ, zatímco BRCA1 směřuje proces k úpravě konců a HR. 
Efektorem je právě 53BP1, který je fosforylován pomocí ATM. To probíhá převážně během G1 
fáze buněčného cyklu. Během G2/S fáze dochází k produkci CDK1, která aktivuje komplex 
BRCA1-CtIP. Ten vypudí RIF1 z místa DSB a je zahájena HR. Během G1 je RIF1 blíže 
neznámým mechanismem schopen inhibovat interakci BRCA1 s DSB a dochází k NHEJ 
(Escribano-Díaz et al. 2013). 
 
 
Obr.3. Výběr reparační dráhy prostřednictvím kompetice mezi 53BP1-RIF1 a BRCA1-CtIP 




2.2.4 Role p53 v odpovědi na poškození DNA 
p53 je tumor supresorovým proteinem, který hraje významnou roli v buněčné odpovědi na 
stres, poškození, v regulaci buněčného cyklu a apoptóze. Tyto funkce jsou důležité pro udržení 
genetické integrity a brání vzniku nádorových buněk. 
Za nestresových podmínek je v buňce množství p53 nízké a vzrůstá až při vzniku DNA 
poškození. Jeho hladinu má pod kontrolou antagonistický protein MDM2 (murine double minute 
2), který se na něj váže a udržuje ho v cytoplazmě v inaktivním stavu. MDM2 funguje jako 
ubiquitin-ligáza, která molekulu p53 označí ubiquitinem, čímž dochází ke směrování do 
proteazomu a degradaci (Haupt et al. 1997; Kubbutat et al.1997). 
 Aktivuje se fosforylací a dalšími posttranslačními modifikacemi, translokuje se do jádra 
a reguluje transkripci širokého spektra genů uplatňujících se při opravě. Iniciuje transkripci 
proteinu p21, který následně inhibuje komplex cyklin-CDK (cyclin dependent kinase) zajišťující 
přechod mezi jednotlivými fázemi buněčného cyklu. V tu chvíli je zastavena buněčná proliferace 
a teprve po opravě DNA buňka dokončí svůj buněčný cyklus (Kuerbitz et al. 1992). 
Vedle spouštění opravných a protektivních mechanismů je p53 schopen v buňce indukovat 
apoptózu aktivací syntézy proapoptotických genů. Děje se tak např. při osmotickém šoku, nebo 
když je DNA poškození tak závažné a rozsáhlé, že dojde k selhání opravy (Haupt et al. 2003). 
 
 
3 HUNTINGTONOVA CHOROBA 
 
Huntingtonova choroba (Huntington disease, HD) je autozomálně dominantně dědičné 
neurodegenerativní onemocnění způsobené expanzí CAG repeticí části genu kódujícího 
polyglutamin v proteinu huntingtin (HTT). Mutace tohoto proteinu vede k prodloužení úseku 
glutaminu poblíž jeho N-konce, což nakonec ústí ve špatné složení proteinu a tvorbě agregátů 
(Macdonald et al. 1993). V nemutovaném genu proteinu se nachází normálně 9 - 35 CAG repetic, 
pokud je jich 40 a více, propuká onemocnění. Čím větší počet repetic, tím je nástup HD časnější 
(Snell et al. 1993). Výskyt v západní Evropě se udává ve 4 - 10 případech ze 100 000 (Al-Jader 
et al. 2001). 
Po čase dochází k neurodegeneraci mozku, a to převážně ke ztrátě eferentních středních 
trnitých neuronů ve striatu (corpus striatum, žíhané jádro) bazálních ganglií. Tyto neurony 
produkují kyselinu gama amino-máselnou a jsou tedy inhibiční. Hrají roli v zahájení a kontrole 
pohybů těla, končetin a očí (Vonsattel et al. 1985). HD se většinou projevuje triádou symptomů 
zahrnující pohyb, vnímání a změnu chování. Nynější kritéria považují za nástup onemocnění, 
jakmile u pacienta, který má expandovanou CAG repetici, propukne jednoznačná přítomnost 
jinak nevysvětlitelných extrapyramidálních poruch pohybu (chorea, dystonie, bradykinesie, 
rigidita) (Siesling et al. 1998). 
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Symptomy spojené s pohybem zahrnují především zrychlené neúmyslné pohyby (tzv. 
chorea). Vnímání může být změněno již 15 let před propuknutím samotné nemoci. U pacienta se 
projevuje snížená pozornost, malá duševní přizpůsobivost, menší schopnost plánování, zvýšená 
zmatenost a emocionální nestálost. Zmíněné symptomy se mohou podobat např. Alzheimerově 
chorobě, ale i když je schopnost učení a vstřebávání informací snížené, typické rychlé zapomínání 
se u HD nevyskytuje (Solomon et al. 2007). V emocionální rovině se vyskytují deprese a 
podrážděnost, které jsou brzkými symptomy. V pozdějším stádiu dochází k apatii, která se 
postupem času zhoršuje (Thompson et al. 2012). 
Na rozdíl od ostatních neurodegenerativních onemocnění není nefunkčnost DDR geneticky 
determinovaná, ale je způsobena nepřímo nebo sekundárně získaná akumulací mHTT a jeho 
toxicitou.  
 
3.1 CAG expanze 
Na expanzi polyQ řetězce se podílí větší množství faktorů, které nejsou dodnes zcela 
známé. Patří mezi ně jak mechanismy replikace během meiózy, tak procesy během opravy DNA.  
Předmětem výzkumu tohoto jevu jsou zárodečné buňky modelových organismů. Bylo 
zjištěno, že důležitou roli hraje replikace během meiózy. U myšího modelu R6/1 se CAG expanze 
objevuje pouze u haploidních spermatid, tedy po proběhlé meióze (Kovtun and McMurray 2001). 
U pacientů s HD je však expanze přítomna již u buněk, které meiózu ještě nepodstoupily, a u 
spermatid je stále přítomna. To může být způsobeno tím, že počet dělení zárodečných buněk 
během života člověka je o řád vyšší než u myši, u které není dostatek času k akumulaci mutací 
před samotnou meiózou (Yoon et al. 2003). Mechanismem tvorby expanze CAG repetic může 
být sklouznutí DNA polymerázy, zastavení replikace a její následný restart. 
Trinukleotidové repetice (TNR) mohou mít za následek chybné párování řetězců během 
replikace nebo oprav, což má za následek tvorbu smyček a vlásenek, ve kterých jsou repetice 
stabilizovány a může tak dojít k jejich dalšímu prodloužení. V myším modelu HD bylo již dříve 
předvedeno, že po deleci genů pro opravné proteiny chybného párování Msh2 a Msh3 byla na 
věku závislá tvorba expanzí CAG zastavena (Wheeler et al. 2003). Je tedy zjevné, že oprava 
chybného párování hraje roli v expanzi polyQ řetězce a Msh2 nebo Msh3 by mohly do budoucna 
představovat cíl pro zpomalení patogeneze HD u člověka. Mimo jiné např. funkce endonukleázy 
odštěpující 5´ přesah (FEN1) je inhibována sekundárními strukturami tvořenými TNR (Spiro 
et al. 1999). Tato endonukleáza se účastní při opravě dlouhých úseků DNA během BER (base 




3.2 Dědičnost HD 
Jak bylo zmíněno, HD je autozomálně dominantní choroba a u potomka postiženého rodiče 
je 50% riziko, že onemocní také. Jakmile ani jeden z rodičů nemá více jak 36 repeticí, je riziko 
vzniku onemocnění mutací velmi vzácné. V případě rodičů, kdy každý vlastní jeden expandovaný 
gen HD riziko narůstá na 75 %, pokud oba rodiče mají obě kopie genu expandované, je riziko 
100%. Nutno poznamenat, že se jedná o velmi vzácné případy. Homozygotní expanze se 
projevuje vážnějšími projevy onemocnění (Squitieri et al. 2003).  
 
3.3 Funkce huntingtinu 
Funkce huntingtinu v buňce není stále plně definovaná. Ukázalo se, že v neuronech se 
huntingtin váže na β podjednotku tubulinu, a proto zde může být jeho role spojena s vesikulárním 
a axonálním transportem (Hoffner et al. 2002). To podporují poznatky, že během exprese mHTT 
se transport v neuronu narušuje, a to zejména transport spojený s mitochondriemi (Trushina et al. 
2004). Během mitózy je prokázána jeho lokalizace na pólech dělícího vřeténka a je zde esenciální 
pro jeho orientaci (Godin et al. 2010). Další funkce mohou být spojeny například s vazbou 
některých transkripčních faktorů (Dunah et al. 2002). 
 
3.4 Projevy HD 
Jedním z prvních znaků počínající HD je špatné složení huntingtinu do β-skládaného listu 
a další posttranslační modifikace, jako je štěpení nebo alternativní fosforylace (Kim 2013). mHTT 
může vstoupit do buněčného jádra a změnit genovou transkripci, stejně jako ovlivňuje funkci 
mitochondrií, což má za následek produkci abnormálních metabolitů, či oxidativní stres (Ayala-
Peña 2013). 
Hladina mHTT roste během progrese onemocnění, a to hlavně z důvodu akumulace 
fragmentů N-konců (Weiss et al. 2009). 
Hlavním znakem HD je smrt neuronů, která je nejspíše důsledkem funkční poruchy těchto 
buněk. Za následek této poruchy je považována právě chorea, zatímco pohybové postižení jako 
bradykinie a porucha jemné motoriky jsou přisuzovány vlastní smrti neuronů. Tento poznatek 
vychází z pozorování brzkého nástupu chorey a pozdního postižení motoriky. Neuronální 
dysfunkce je hojně pozorována ve zvířecích modelech HD (Yamamoto et al. 2000). 
Dalším důležitým znakem pro HD je i mezibuněčná komunikace. mHTT má velmi 
pravděpodobně excitotoxické účinky a je schopen se šířit mezi buňkami podobně jako priony 
(Ren et al. 2009). Huntingtin je v cytoplazmě pozorován ve formě agregátů. Jako takový je 
přístupný k navázání uměle přidaného jaderného lokalizačního signálu, a tak může vstoupit do 
jádra, kde se projeví jeho cytotoxicita (Yang et al. 2002). Bylo zjištěno, že huntingtin ve formě 
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juxtanukleárních inkluzních tělísek je schopen se účastnit i mezibuněčné komunikace (Brundin 
et al. 2010). 
 
3.5 Léčba HD 
Vyléčení HD není dnes možné, ale dostupné léčebné procesy mohou nástup tohoto 
onemocnění zpomalit či zmírnit pohybové (pomocí neuroleptik) a psychické poruchy 
(anxiolytika, antidepresiva), jedná se pouze o léčbu symptomatickou.  
Výzkum ohledně léčby HD se zaměřuje především na zlepšení přežití buněk v přitomnosti 
mHTT, což zahrnuje nápravu regulace transkripce, zlepšení mitochondriálního metabolismu nebo 
úpravu agregace huntingtinu. Další výzkumy se zaměřují na umlčování genů (gene silencing) 
pomocí RNAi, který tlumí produkci mHTT v mozku primátů (McBride et al. 2011). 
 
3.6. Oxidativní poškození u HD 
Oxidativní poškození DNA je spojováno se stárnutím organizmu a je jedním z průvodních 
jevů HD. Na myším modelu bylo experimentálně ukázáno, že expanze CAG spojená s věkem 
v somatických buňkách je závislá na opravném enzymu 7,8 – dihydro – 8 – oxoguanin DNA 
glykosyláza (OGG1), který řídí opravu běžných modifikací DNA (např. právě 7,8 – dihydro – 8 
–oxoguanin) způsobených oxidativním stresem. Hromadění této modifikace může být způsobeno 
buď přímou oxidací DNA řetězce nebo inkorporací 8-oxoG během replikace a má za následek 
trasnverzi GC na AT (Kovtun et al. 2007). Enzym hMTH1 je hlavní lidskou hydrolázou, která 
štěpí jak 8-oxodGTP, tak 8-oxo dGDP na monofosfáty a brání tak jejich inkorporaci do DNA 
řetězce. V myším modelu byly chemicky indukovány symptomy HD. U těchto myší byla zároveň 
exprimována lidská hMTH1 hydroláza, která účinně chránila buňky před toxickými účinky 
spojenými s HD. hMTH1 zároveň ochránila progenitorové striatální buňky, které vykazovaly 
expandované CAG repetice před toxickými účinky HTT (De Luca et al. 2008). Tyto výzkumy 
ukazují na důležitou funkci oxidativního poškození během progrese onemocnění HD a mohou 
určit směr v dalším výzkumu. 
Mitochondrie je dalším místem, kde se projevuje poškození DNA pomocí oxidativního 
stresu. Imortalizované myší neurony striata se 111 CAG repeticemi vykazují výrazně zvýšenou 
hladinu superoxidu produkovaného mitochondriemi v porovnání se zdravými buňkami (Siddiqui 
et al. 2012). Takové poškození mtDNA může ovlivnit transport elektronů během oxidativní 
fosforylace, což zmenší membránový potenciál mitochondrie, negativně ovlivní ATP syntézu 
a zvýší produkci ROS. To vede k dalšímu poškozené mitochondriální i jaderné DNA. 
mHTT je schopen u experimentálních modelů interakce s vnější mitochondriální 
membránou, kde indukuje otevírání mitochondriální permeabilních tranzitních pórů, což vede 






Obr. 4. Oxidativní poškození během exprese mHTT. Převzato z Ayala-Peña 2013. 
 
3.7 Formování inkluzních tělísek 
mHTT se v buňce vyskytuje ve dvou stavech. V rozpustné formě, anebo agreguje a vytváří 
tak inkluzní tělíska (inclusion bodies, IB). Bylo zjištěno, že smrt neuronů exprimujících mHTT 
se dá předpovědět na základě množství difuzní formy v buňce a míře jejich polyQ snižováním 
hladiny toxického difuzního mHTT (Arrasate et al. 2004). To bylo podpořeno myším modelem s 
HD, který exprimuje N-terminální fragmenty obsahující 120 CAG repeticí a tvoří rozsáhlá IB, 
přesto nevykazuje žádné známky neuronální dysfunkce a degenerace (Slow et al. 2005). PolyQ 
expanze zvyšuje riziko smrti buněk nezávisle na jeho působení na intracelulární hladinu difuzního 
mHTT. Avšak tvorba IB tuto hladinu rozpustného mHTT snižuje a prodlužuje přežívání neuronu. 
Z toho můžeme usoudit, že formování IB chrání neurony. 
 
3.8 Myší modely HD 
Transgenní myš R6/2 je rozsáhle charakterizovaný model pro studium HD. Využívá se pro 
výzkum neurologických fenotypů a molekulárních drah pro identifikování cílů pro terapeutické 
účely. Obsahuje 1 kb 5' konce lidského genu pro mHTT, včetně promotoru a exonu 1 s přibližně 
150 CAG repeticemi. Dochází u něj k expresi mHTT a produkci mHTT agregátů v mnoha 
oblastech mozku, jako je striatum, mozeček, hipokampus nebo mozková kůra (Davies et al. 1997). 
Progrese onemocnění u této myši napodobuje rysy HD v lidských pacientech. Vyznačuje se 
fenotypem podobným choree, samovolnými pohyby a třesem. Počátek onemocnění je pozorován 
mezi 10. a 13. týdnem života (Mangiarini et al. 1996; Carter et al. 1999). 
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Dalším vhodným modelem pro preklinické studie je myší kmen BACHD. Probíhá u něj 
exprese lidského mHTT v plné délce zprostředkovaná bakteriálním artificiálním chromozomem 
(BAC - bacterial artificial chromosome). Obsahuje 97 glutaminových repetic, které jsou 
kódovány střídavými CAA-CAG repeticemi. Myš BACHD vykazuje fenotyp srovnatelný s 
myším kmenem R6/2, nástup onemocnění je však u této myši pozorován později (Gray et al. 
2008). 
 
4 ODPOVĚĎ NA POŠKOZENÍ DNA U HD 
 
Exprese mHTT v buňce má pleiotrofní efekt na metabolismus buňky včetně vzniku DNA 
poškození a jeho opravu. Výsledky potvrdily, že mHTT zrychluje hromadění DSB a způsobuje 
dysfunkci buněk již od brzkého stádia onemocnění a významně tak přispívá k patogenezi HD 
(Ryan et al. 2006). 
 Akumulace proteinu s polyQ řetězcem podněcuje v buňce stres, s čímž souvisí výskyt 
reaktivních forem kyslíku (reactive oxygen species, ROS). Tento oxidativní stres způsobuje v 
buňkách poškození DNA, což bylo podpořeno nálezem vysoké hladiny 8-hydroxy-2-
deoxyguanosinu v mtDNA u pacientů s HD (Polidori et al. 1999). V jádře takto vznikají SSB, 
které mohou být rozšířeny na DSB, např. pokud se akumulují na replikační vidličce. Exprese 
mHTT iniciuje vznik DSB v jádře. Neznamená to však, že by se choval jako nukleáza, spíše 
funguje jako iniciátor vzniku poškození. Má vliv na uvolňování již zmíněných volných 
kyslíkových radikálů, které přímo působí na DNA. K akumulaci DSB přispívá snížená schopnost 
tyto zlomy opravit (Illuzzi et al. 2009). 
Existuje několik prací s různými pohledy na danou problematiku. Některé tvrdí, že exprese mHTT 
v buňce podněcuje neadekvátní odpověď na DSB a vzniklé stresové signály, ve které je nadměrně 
zvýšená aktivace DDR, včetně p53 signální dráhy. Taková odpověď vede k apoptóze. Podle 
některých výzkumů dochází v mutované buňce k rozpoznání DSB proteiny, jako jsou γH2AX, 
ATM nebo Ku70, ale v pozdějších fázích DDR dochází k narušení NHEJ a hromadění 
neopravených DSB. Ukázalo se také, že by problémem mohla být neschopnost buňky DSB 
rozeznat. V buňkách může být přítomno pouze určité množství DNA poškození, jakmile dosáhne 
prahové hodnoty, dochází k eliminaci takových buněk. Oba pohledy by vysvětlovaly odumírání 
nervových buněk během HD. 





4.1 Akumulace DSB v buňkách s mHTT 
Pomocí pulzní gelové elektroforézy (PFGE) byla měřena genomická integrita DNA v 
buňkách feochromocytomu označovaných jako PC12 buněčná linie. Do nich byl integrován 
zkrácený gen pro huntingtin s expandovanou CAG repeticí o počtu 103 (Q103). Tyto buňky se 
označují jako Htt14A2.6. Buňky Htt17A.2 mají také integrovaný HTT, ale s menší oblastí 
kódující polyQ řetězec (Q25) a exprimují tak wt-HTT. Jako pozitivní aktivátor vzniku DSB bylo 
použito DNA poškozující činidlo kamptotecin (CPT), který fuguje jako inhibitor topoizomeráz. 
V naivních PC12 a Htt17A2 buňkách byla zřetelná bazální hladina DSB, která byla ale značně 
zvýšena po inkubaci s CPT. U Htt14A2.6 buněk bylo od začátku pozorováno mnohem větší 
množství DSB. V čase se však množství DSB u buněk s wt-HTT snižovalo, zatímco u buněk s 
mHTT rostlo. Snížení množství DSB je pravděpodobně způsobené efektivním opravným 
mechanismem, který při expresi mHTT selhává (Illuzzi et al. 2009). 
 
4.2 Zvýšená apoptóza u buněk s mHTT 
Dalším cílem bylo zjištění, jak je indukované DNA poškození spojeno s buněčnou smrtí. 
Striatální buněčné linie s expresí HTT (Q7) nebo mHTT (Q111) byly po vystavení CPT 
analyzovány průtokovou cytometrií. CPT způsoboval apoptózu v obou typech buněk, u Q111 byl 
ale nárůst větší a navíc se u tohoto typu buněk vyskytovalo více indukovaných DSB. Q111 buňky 
jsou tedy mnohem citlivější na DSB způsobené CPT (Jeon et al. 2012). 
 
4.3Zvýšená aktivace H2AX a ATM během exprese mHTT 
Při výskytu DSB je předvídatelnou buněčnou reakcí spuštění DDR a tedy aktivace H2AX 
a ATM. Ke zjištění přítomnosti γH2AX během exprese mHTT byly opět použity buňky 
feochromocytomu a bylo zkoumáno, zda v nich dochází k aktivaci H2AX. V Htt14A2.6 buňkách 
bylo detekováno zvýšené množství γH2AX. Při kontrole naivních PC12 a Htt17A.2 buněk nebylo 
γH2AX pozorováno. Vzhledem k tomu, že H2AX aktivuje ATM kináza, proběhly experimenty, 
zda je v těchto buněčných liniích přítomno aktivované ATM (pATM). Použitím protilátek anti-
pATM byl potvrzen výskyt pATM shodný s výskytem γH2AX (Illuzzi et al. 2009) 
Pro kontrolu in vivo byly použity R6/2 transgenní myši a byly pozorovány stejné výsledky 
jako v předchozích pokusech in vitro. Potvrdily se zvýšené signály γH2AX  v jádře. Na DSB byl 
také ve vysokém množství lokalizován 53BP1. Nebyla zde pozorována přítomnost RAD51 
(Illuzzi et al. 2009; Enokido et al. 2010). To souhlasí se zjištěním, že HR je využívána pouze u 
dělících se kmenových/progenitorových buněk, ale NHEJ je hlavním opravným mechanismem v 
postmitotických neuronech (Orii et al. 2006). 
V R6/2 myších bylo množství γH2AX zvýšeno už během 4. týdne života, což značí, že 
DSB se objevují v HD patogenezi velmi brzy. Hladina γH2AX v kontrolní wild-type myši a R6/2 
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myši s věkem konstantně rostla, z čehož vyplývá, že tvorba DSB je běžný jev při stárnutí. U R6/2 
myší byla však tato hladina stále značně vyšší (viz Obr.5.) (Enokido et al. 2010). 
Zvýšené signály γH2AX i přítomnost zvýšené ATM signalizace byla potvrzena i u 
striatálních neuronů z pacientů s HD oproti kontrolním pacientům, kteří HD netrpěli (Enokido et 
al. 2010; Lu et al. 2014). 
K dalšímu hodnocení nepřiměřené ATM signální dráhy během HD byly použity 
embryonální fibroblasty (MEF) s expresí mHTT a délkou polyQ řetězce Q97 z myšího kmene 
BACHD. Byly vystaveny H2O2, který způsobuje oxidativní stres. Bylo pozorováno značně 
zvýšené množství aktivovaného ATM oproti kontrolním MEF buňkám (Lu et al. 2014). 
Jako další činidlo způsobující DSB byl použit etoposid, který inhibuje funkci 
topoizomeráz. Zde ale významné rozdíly v množství γH2AX mezi BACHD a kontrolními MEF 
nebyly. Je proto navržena hypotéza, že buňky exprimující mHTT mají zvýšenou ATM signalizaci 
jako odpověď na oxidativní stres a není to přímá odpověď na přítomnost DSB (Lu et al. 2014). 
 
Obr. 5. Imunohistochemická detekce γH2AX (zeleně) a biomarkeru neuronů NeuN (červeně) ve 
striatu transgenní R6/2 myši a netransgenní (wt) myši během 4. a 12. týdne věku. Šipky označují 
aktivované γH2AX. U R6/2 myši je oproti wt myši hladina γH2AX výrazně vyšší. U obou myší 
se stárnutím hladina zvyšuje. Převzato z Enokido et al. 2010. 
 
 
4.3.1 Cílení na ATM snižuje toxicitu mHTT 
Zjištění nadměrné aktivace H2AX a ATM vedlo k návrhu, že by genetická redukce nebo 
farmakologická inhibice ATM mohla v buněčných a myších modelech snížit toxicitu mHTT. 
 
4.3.1.1 Genetická redukce ATM 
Byly identifikovány dvě krátké RNA vlásenky (shRNAs), jejichž výsledkem je knockdown 
ATM mRNA o více než 80 %. V buňkách neuroblastomu udělila značnou protekci proti buněčné 
smrti indukované expresí mHTT (Lu et al. 2014). 
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K posílení tohoto pozorování, zda redukce myšího ATM zlepší patogenezi HD in vivo, byl 
použit myší model BACHD. V heterozygotní myši ATM+/- je redukovaná ATM signalizace a je 
tak rezistentní vůči ATM indukované apoptóze. Dochází také ke snížení množství γH2AX. 
Křížením BACHD myši s myší ATM+/- vznikla dvojitě transgenní myš BACHD/ATM+/-. U ní 
byla výrazně zlepšena motorika, došlo ke snížení množství samovolných pohybů a dokonce se 
zlepšily psychiatrické problémy, které myši s mHTT vykazují (příznaky podobné depresím). 
V mozku u dvojitě transgenní myši byla stejná exprese mHTT jako u BACHD, čili zlepšený 
fenotyp nemůže být přisuzován případným změnám exprese mHTT po křížení (Lu et al. 2014). 
Tento výsledek byl podpořen pozorováním transgenní Drosophily exprimující lidský 
mHTT Q128. Křížením s heterozygotní Drosophilou ATM+/- došlo i u tohoto modelu ke zlepšení 
motorických deficitů (Lu et al. 2014). 
 
4.3.1.2 Farmakologická inhibice ATM 
Výhodou je dostupnost silných a relativně specifických ATM inhibitorů, které by se mohly 
použít k farmakologické inhibici ATM. Pro experiment, zda budou účinné i v HD, byly použity 
myší kortikální a striatální buňky s expresí mHTT Q73. Protektivní účinky se však vyskytly pouze 
u striatálních buněk (Lu et al. 2014). 
K testování, zda by mohly být ATM inhibitory účinné i u pacientů s HD, byly použity 
striatálně diferencované kultury iPSC (indukované pluripotentní kmenové buňky) se 180 a 109 
CAG repeticemi. Kontrolní diferencované iPSC linie nevykazovaly žádný fenotyp spojený s 
mHTT. Bylo potvrzeno, že u diferencovaných buněk z HD pacientů vzrostla buněčná smrt oproti 
kontrolním buňkám. Přidání ATM inhibitoru mělo protektivní účinek a buněčná smrt se snížila 
(Lu et al. 2014). 
 
Tyto výsledky podporují hypotézu, že genetická redukce nebo farmakologická inhibice 
ATM může mít protektivní účinky u všech použitých buněčných linií a modelových organismů. 
Je však potřeba dalších klinických výzkumů, zda jsou bezpečné pro pacienty a nemají vážné 
vedlejší efekty (Lu et al. 2014).  
 
4.4 Snížená schopnost rozpoznávání DSB během exprese mHTT 
 
4.4.1 Nižší detekce γH2AX u buněk s mHTT po ozáření 
Během pokusů s fibroblasty exprimujícími mHTT bylo zjištěno, že po poškození DNA 
pomocí γ-záření docházelo k výrazně menšímu rozpoznávání DSB během NHEJ. To se projevilo 
i sníženým ukládáním ložisek γH2AX a 53BP1 proteinů (Ferlazzo et al. 2014). 
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Nebyly pozorovány výrazné stopy γH2AX jak u kontrol, tak u HD buněk za normálních 
podmínek. Po ozáření byla hodnota γH2AX (tedy rozpoznaných DSB) vyšší u kontrol než u buněk 
postižených HD. Mutace HTT tedy nejspíše snižují schopnost buňky rozpoznat DSB pomocí 
NHEJ. Po 24 hodinách však množství γH2AX v buňce je vyšší u HD fibroblastů než u kontrol, 
což ukazuje na sníženou schopnost opravy a přetrvávající výskyt DSB v těchto buňkách (Ferlazzo 
et al. 2014). 
 
4.4.2 mHTT zadržuje pATM v cytoplazmě 
Použitím protilátky anti-HTT bylo zjištěno, že se HTT spontánně vyskytuje v cytoplazmě 
jak u HD, tak u kontrolních zdravých fibroblastů. Po ozáření proběhla inkubace buněk po dobu 
až 24 hodin. HTT nadále zůstal přítomen hlavně v cytoplazmě ve všech testovaných buněčných 
liniích (Ferlazzo et al. 2014). 
V neozářených kontrolách bylo pATM nalezeno v cytoplazmě. Po ozáření se formovala 
ložiska pATM v jádře. Po 24 hodinách od ozáření, v důsledku oprav poškození, počet 
detekovaných ložisek pATM klesá. V HD fibroblastech je počet ložisek 10 minut po ozáření 
značně nižší. Protože HTT zůstává i po ozáření v cytoplazmě, nelze tedy předpokládat jeho roli 
v aktivitě pATM v jádře. mHTT tedy nejspíše vede k zadržování pATM v cytoplazmě, zdržuje 
vstup pATM do jádra a zabraňuje rozpoznání a opravu DSB pomocí NHEJ (Ferlazzo et al. 2014). 
 
Podle těchto výsledků je předpokládaná interakce mHTT s pATM v cytoplazmě, což brání 
jeho aktivitě v jádře. Nedochází tedy k dostatečné aktivaci H2AX a DSB nejsou efektivně 
rozpoznány. 
 
4.5 Pozměněná hladina BRCA1 a dynamika γH2AX v buňkách s mHTT 
Jak bylo zmíněno výše, H2AX je v rámci několika málo minut po výskytu DNA poškození 
fosforylováno na γH2AX a přemístěno na místa DSB. U BRCA1 také dochází po vzniku 
poškození k rychlé fosforylaci pomocí ATM a interakci s γH2AX prostřednictvím vlastní BRCT 
domény, na místě poškození pak vznikají komplexy BRCA1-γH2AX, které rekrutují další 
důležité reparační faktory. Protože je tato interakce nezbytná pro reparační proces, je předmětem 
výzkumu, jak BRCA1 a γH2AX interagují a přispívají v DDR v buňkách s HD. Ukázalo se, že 
hladina fosforylovaného a nefosforylovaného ATM a BRCA1 je v buněčném a myším modelu s 
HD pozměněna a v důsleku toho je narušena časoprostorová dynamika γH2AX (Jeon et al. 2012). 
Byla použita striatální buněčná linie - kontrolní Q7 a mutantní Q111. V Q111 buňkách byla 
hladina ATM a pATM lehce zvýšená oproti Q7 buňkám. Množství nefosforylovaného BRCA1 
bylo u Q111 buněk v porovnání s Q7 buňkami značně sníženo a zároveň p-BRCA1 značně 
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zvýšeno. Výzkum hladin obou proteinů byl proveden pomocí GFP exprese také in vivo na R6/2 
myších. Hladiny byly stejné jako v předchozích pokusech (Jeon et al. 2012). 
Buněčná linie byla vystavena CPT, aby mohlo být zjištěno, zda tato pozměněná hladina 
BRCA1 postihuje DDR. V Q7 buňkách byla po indukci aktivace ATM, fosforylace BRCA1 i 
H2AX zvýšená. U Q111 se prokázaly nižší aktivity (Jeon et al. 2012). 
V buněčných modelech byla zkoumána distribuce ATM, BRCA1 i γH2AX. Po vzniku 
DNA poškození došlo u všech buněk k redistribuci do jádra, u Q7 byl tento jev vyšší (Jeon et al. 
2012).  
Knockdown BRCA1 ve zdravých buňkách po přidání CPT inhiboval prostorovou distribuci 
γH2AX, u Q111 byl tento efekt větší a došlo k tlumení γH2AX signálu. Tyto zjištění silně 
podporují důležitost role BRCA1 v regulaci γH2AX během DDR (Jeon et al. 2012). 
 
Obr. 6. Hladina nefosforylovaného a fosforylovaného BRCA1 je v buňkách pozměněna. Oproti 
kontrolním nemutovaným buňkám je hladina BRCA1 snížena a hladina p-BRCA1 zvýšena. 
Časoprostorová dynamika γH2AX je pak narušená. DNA oprava probíhající prostřednictvím 
BRCA1 a γH2AX je v HD buňkách nefuknční a vede ke zhoršení DNA poškození. Převzato z 
Jeon et al. 2012. 
 
Pro funkci proteinů je velmi důležitým faktorem jejich lokalizace. Ukázalo se, že p-BRCA1 
a γH2AX jsou rozdílně lokalizovány v Q7 a Q111. U Q7 se vyskytují BRCA1 a γH2AX společně, 
u Q111 je jen část těchto proteinů lokalizována u sebe. Konstitutivní interakce byla pozorována 
u Q7, ale ne u Q111, kde se tato interakce projevila až po přidání CPT. Stále však síla této 
interakce nedosahovala hodnot u Q7 (Jeon et al. 2012).  
U myšího modelu R6/2 byly výsledky stejné. Hladina p-BRCA1 in vivo byla oproti 




4.6 Narušení NHEJ v důsledku vazby mHTT na Ku70 
Výzkum ukázal, že dalším rozhodujícím faktorem v patologiích HD spojených s DNA 
poškozením je protein Ku70. Jak bylo popsáno výše, heterodimer Ku70/80 jako první detekuje 
DSBs a dochází k jeho vazbě na poškozenou DNA. Do tohoto místa přivádí DNA-PKcs a iniciuje 
tak opravu pomocí NHEJ prostřednictvím komplexu XRCC4-Lig IV. V NHEJ je Ku70  
nenahraditelný pro tvorbu a funkci komplexu Ku70/80-DNA-PKcs. 
Byla navržena hypotéza, že se mHTT váže na Ku70, a tím znemožňuje interakci s Ku80, 
tedy i vznik na DNA se vázajícho komplexu Ku70/80, čímž se inhibuje aktivita DNA-PK. To má 
za následek hromadění neopravených DSB (Enokido et al. 2010). 
Pro testování této hypotézy byla použita buněčná linie HEK293 (human embryonic kidney 
293 cells), která exprimuje mHTT s délkou polyQ řetězce Q88. Imunoprecipitací byla v těchto 
buňkách detekována kolokalizace Ku70 a mHTT. Stejný výsledek měla i analýza R6/2 myší. V 
kontrolních myších nebyla interakce Ku70 s wt-HTT detekována. Stejná situace byla navíc 
potvrzena v HeLa buňkách exprimujících mHTT (Q110) a kontrolních HeLa buňkách (Q20) 
(Enokido et al. 2010). 
V HeLa buňkách s wt-HTT (Q20) a nadměrnou expresí Ku70 byla pozorována interakce 
mezi wt-HTT a Ku70, ale s velmi malou četností. Ukázalo se, že část peptidu HTT obsahující 
polyQ interaguje s Ku70. Lze z toho předpokládat, že mHTT interaguje s Ku70 mnohem silněji. 
Pro účinnou interakci s Ku70 je hladina exprese mHTT ekvivalentní expresi endogenního HTT. 
Během tohoto experimentu bylo prokázáno, že mezi mHTT a Ku80 nebo DNA-PKcs žádná 
interakce neprobíhá (Enokido et al. 2010). 
HeLa buňky Q110 vykazovaly narušenou vazbu Ku70 na DNA, vznik Ku70/80 komplexu 
i aktivitu DNA-PKcs. V případě Q20 buněk k takovým situacím nedocházelo. Tento výsledek byl 
opět potvrzen u R6/2 myší. Jako v předchozím případě, pro inhibici aktivity DNA-PKcs je třeba 
stejná hladina exprese mHTT, jako je exprese endogenního wt-HTT. To bylo potvrzeno v HeLa 
buňkách, jelikož se v nich pomocí koncentrace tetracyklinu dá regulovat exprese mHTT (Enokido 
et al. 2010). 
4.6.1 Zvýšená exprese Ku70 obnovuje narušenou reparační aktivitu 
U nervových tkání modelových R6/2 myší je tedy prokázána nižší aktivita DNA-PK. Po 
doplnění Ku70 se však její reparační aktivita významně navrací, přestože hladina vzrůstu Ku70 
je relativně malá. K tomuto experimentu posloužila dvojitě transgenní myš, která exprimuje 
mHTT a zvýšenou hladinu Ku70 oproti kontrolní myši (Enokido et al. 2010). 
Dále se ukázalo, že koexprese Ku70 podstatně prodlužuje přežití u Drosophily exprimující 
lidský mHTT. Tyto výsledky podporují myšlenku, že zvýšená hladina exprese Ku70 by mohla 




Stejné výsledky v buněčných i myších modelech podporují hypotézu, že mHTT by u 
pacientů s HD mohl také vyvazovat Ku70 a narušit tak NHEJ. Zvýšení hladiny Ku70 by u 
takových pacientů mohlo mít terapuetický efekt. Otázkou je provedení zvýšené exprese Ku70 u 
lidí, jelikož v předchozích pokusech se jednalo o genetické manipulace modelových organismů. 
 
 
Obr. 7. mHTT vyvazuje Ku70 a brání jeho vazbě na Ku80 a DNA. Inhibuje aktivitu DNA-PKcs 
a potlačuje tak NHEJ. Ku70 navázaný na mHTT podstupuje degradaci v proteazomu. Vyskytuje 
se také koagregace do inkluzních tělísek, ale funkční narušení DNA-PK komplexu se objevuje 
ihned při vazbě na rozpustný mHTT a nikoliv při kvantitativních změnách Ku70. Převzato z 
Enokido et al. 2010. 
 
4.7 Interakce mezi p53 a mHTT 
Protože je p53 zapojený v odpovědi na poškození DNA, na stres a v buněčné smrti, má 
potenciál hrát důležitou roli v progresi neurodegenerativních onemocnění. Proto je v současné 
době předmětem výzkumu, jak p53 interaguje s mHTT. 
 
4.7.1 p53 zvyšuje hladinu HTT a mHTT 
Fenokopie u Hdh-/- a p53-/- potvrzují, že p53 a HTT sdílejí signální dráhu, která udržuje 
neuronální délku života a že ztráta jednoho nebo druhého mohou vést k neurodegeneraci. 
Vzhledem k tomu, že v Hdh-/- myši je neurodegenerace 100% penetrantní, ale pouze 25% 
penetrantní v p53-/- myši, se navrhuje, že p53 leží v této signální dráze ve směru upstream od genu 
pro HTT. Pokud ztráta p53 vede ke ztrátě HTT, nastane neurodegenerace. Pro zjištění, zda p53 
ovlivňuje hladinu HTT, došlo ke srovnání myši s wt-HTT a myši s mHTT o délce polyQ řetězce 
Q140. Výsledky ukázaly, že in vivo zvyšující se dóze p53 vede ke zřetelné zvýšení hladiny mHTT 




4.7.2 p53 se váže na HD/Hdh promotor 
p53 je transkripční faktor, a proto jedním z mechanismů, jak by mohl modifikovat hladinu 
HTT, je vazba na jeho promotor. Na myším (Hdh) i lidském (HD) promotoru byla nalezena 
konsenzus sekvence, na kterou se váží p53 response elementy (RE) (Ryan et al. 2006). 
Byly vytvořeny konstrukty, kde je těmito promotory řízen gen pro enzym luciferázu. Do 
MEF p53+/+ a p53-/- byly kotransfekovány HDluc a Hdhluc konstrukty společně s vektorem se 
vzrůstající dózí p53 exprese. Aktivace promotoru byla pak determinovaná stanovením 
luciferázové aktivity. V MEF p53-/- byla aktivita značně nižší oproti p53+/+. Se zvyšováním 
exprese p53 docházelo u p53+/+ k mírnému zvýšení luciferázové aktivity, u p53-/- se aktivita 
zvýšila až na hladinu srovnatelnou s MEF p53+/+. Použitím western blotu byly stejné výsledky 
pozorovány přímo u testování hladiny exprimovaného HTT. Hladina HTT byla tedy vyšší u MEF 
p53+/+ oproti p53-/-. Po přidání p53 se hladina HTT u p53+/+ mírně zvýšila, u p53-/- dosahovala 
hodnot stejných jako u p53+/+ (Ryan et al. 2006). 
 
4.7.3 Delece p53 zmírňuje projevy HD 
p53 má stejný efekt na hladinu HTT a mHTT. Zůstává však otázkou, jak přispívá tento fakt 
k HD patogenezi. Pokud má p53 podněcovat HD patogenezi, tak by jeho delece měla mít 
prospěšné účinky. Jestliže má p53 protektivní funkci, delece by HD fenotyp ještě zhoršila. 
Předpokládá se, že pokud p53 podněcuje HD patogenezi, tak by myš p53-/- exprimující 
mHTT měla mít méně vážný fenotyp. Pro testování této hypotézy se sledovala hladina mRNA 
pro neurotransmiter proenkefalín. Dřívější analýzy ukázaly, že mRNA proenkefalínu je už během 
brzkých stádií HD snížena, jak v pacientech, tak v myších modelech (Albin et al. 1991; Menalled 
et al. 2000). V myším modelu HdhQ140/Q140 byla hladina mRNA oproti kontrolním buňkám značně 
nižší. Delece p53 navrátila hladinu mRNA proenkefalinu, a to na stejnou úroveň, jako je v 
kontrolních buňkách (Ryan et al. 2006). 
V tomto myším modelu je jen vzácně pozorována ztráta neuronů. Nízká hladina mRNA 
proenkefalínu je tedy výsledkem snížení transkripce proenkefalínu v neuronech s HD a nikoliv 
výsledkem smrti neuronů, které exprimují enkefalín (Ryan et al. 2006). 
 
4.7.4 Modely p53-mHTT interakce 
Jsou navrženy tři modely interakce mezi p53 a mHTT (viz Obr.8.). 
 
4.7.4.1 Lineární model 
První jednoduchý lineární model je založen na schopnosti p53 modifikovat aktivitu 
promotoru mHTT, a tak modulovat hladinu mHTT upstream. Delece p53 tedy snižuje množství 
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mHTT, čímž zmírňuje fenotyp onemocnění. Tento model také předpovídá, že ztráta proenkefalínu 
u pacientů s HD je přímým důsledkem působení mHTT. Proto se při eliminaci p53 hladina mRNA 
proenkefalínu částečně navrací. Tento lineární model však plně nevysvětluje otázku ohledně 
tvorby agregátů (Ryan et al. 2006).  
 
4.7.4.2 Rozvětvený model 
Ukázalo se, že během obvyklé p53 odpovědi je v HD formování IB inhibováno. Role p53 
v HD tak musí být zahrnuta alespoň ve dvou cestách. Jedna probíhá přímo prostřednictvím mHTT 
a ovlivňuje tak expresi proenkefalínu. Další cesta probíhá přes zatím nedefinovaný mediátor 
tvorby agregátů. Děje se tak transaktivací cílového genu, který určuje stupeň agregace. V tomto 
rozvětveném modelu jsou za další aspekty HD fenotypu zodpovědné cílové molekuly, které jsou 
aktivovány p53. Je ale třeba zvážit, jestli a jakým způsobem HD působí na aktivitu p53 (Ryan et 
al. 2006). 
 
4.7.4.3. Zpětnovazebný model 
p53 působí na promotor HTT a funguje jako transkripční faktor aktivující expresi genů 
potřebných v odpovědi na poškození, je tedy otázka, zda mezi tyto proteiny patří také HTT. 
Ukázalo se, že wt-HTT má antiapoptotickou funkci a jeho nadměrná exprese ochraňuje buňky 
proti neurodegeneraci (Zhang et al. 2003). Z toho vyplývá, že při běžné odpovědi na stres v HD 
prostřednictvím p53 se zvyšuje hladina mHTT, čímž se tedy opět zvyšuje stres a buněčná 
dysfunkce. To vede ke změnám ve funkci samotného p53. 
Bylo zjištěno, že mHTT zvyšuje hladinu p53, stejně tak i jeho transkripční aktivitu (Bae 
et al. 2005). Proto předchozí rozvětvený model taktéž plně nereprezentuje p53-mHTT interakci v 
HD. Je tedy navržen model, ve kterém je efektor HD schopný zpětnovazebného působení na 
aktivitu p53. Tím může být například oxidativní stres, který je jedním ze základních spouštějících 
faktorů v patogenezi HD a je o něm známo, že aktivuje p53 a iniciuje p53 zprostředkovanou 
apoptotickou dráhu. K jakým konkrétním změnám v aktivitě p53 v HD dochází a jak tyto změny 





Obr. 8. Modely p53-mHTT interakce. Převzato z Ryan et al. 2006. 
 
4.8 Hladina p53 se po transfekci plasmidem s mHTT nemění 
HEK293 buňky byly transfekovány plasmidem pQ25 (HTT) nebo pQ72 (mHTT). Při 
expresi pQ72 se v buňce akumulují DSB. Následně se sledovala hladina p53, která by mohla 
napovědět, jaké jsou další procesy při DNA poškození během brzké exprese mHTT. Hladina p53 
je u obou typů transfekcí srovnatelná a nemění se v čase (Illuzzi et al. 2011). 
Toto pozorování se shoduje se současnými studiemi, které roli p53 mírně přehodnocují. 
Nejedná se nejspíš pouze o pomocníka během tumor suprese, ale i ochránce všech buněk. Malá 
hladina p53 byla objevena i v zárodečných buňkách, kde podporuje správný vývoj organismu. 
Základní hladina p53 je důležitá pro údržbu hematopoetických kmenových buněk v inaktivním 
stavu (Vousden and Lane 2007; Liu et al. 2009). 
Po přidání CPT v buňkách hladina p53 významně vzrostla, což je velice zajímavé, protože 
jak CPT, tak i pQ72 způsobují DSB a přitom po transfekci plasmidem pQ72 se hladina p53 
nezměnila (Illuzzi et al. 2011). Důvodem bude nejspíše mechanismus nepřímého vlivu exprese 




4.9 Modifikace p53 během exprese mHTT 
 
4.9.1 Interakce p53 s Pin1 
Fosforylace p53 na Ser46 vede k interakci s prolyl-izomerázou Pin1 a k následné disociaci 
od apoptotického inhibitoru iASPP. Tím může být zahájena exprese genů spojených s apoptózou. 
Fosforylace na Ser46 následuje po vážném a přetrvávajícím stresu a představuje hlavní událost 
na p53 závislém posunu ze zastavení buněčného cyklu k apoptóze (Mayo et al. 2005; Mantovani 
et al. 2007) 
Bylo potvrzeno, že během exprese mHTT taktéž dochází k fosforylaci p53 na Ser46 a je 
přítomna v mozcích pacientů s HD. I zde platí, že je v buňkách exprimujících mHTT interakce s 
Pin1 hlavním bodem ve spuštění apoptózy (Grison et al. 2011). 
Na modelu myší bylo ukázáno, že ablace Pin1 zabránila předčasné aktivaci p53, což 
poukázalo na její důležitou roli minimálně v brzkých stádiích HD. Transkripční aktivita p53 byla 
pozorována v neuronech striatu více jak 1 rok před propuknutím buněčné smrti, což vede k 
předpokladu, že jsou tyto buňky schopné dlouhodobě odolávat stresu. Analýzou starších myší se 
zjistilo, že cílením na Pin1 dochází k blokaci p53 a lze tak zabránit mHTT způsobené 
neurodegeneraci (Grison et al. 2011). 
Zabránění fosforylace p53 na Ser46 prostřednictvím inhibice kináz, které přímo nebo 
nepřímo vedou k této fosforylaci, např. HIPK2 (s homeodoménou-interagující proteinkináza 2) 
nebo PKCδ, stejně tak jako blokace Pin1, mohou ochránit neurony před mHTT indukovanou 
apoptózou. Proto by tyto inhibiční mechanismy mohly být v budoucnu použity v terapeutické 
strategii pro léčbu HD. V této problematice je však třeba pokračovat v klinických studiích (Grison 
et al. 2011). 
4.9.2 Posttranslační modifikace p53 během exprese mHTT 
Při sledování hladiny aktivovaného - fosforylovaného p53 u transfekovaných HEK293 
buněk pomocí plasmidů pQ25 a pQ72, se ukázalo, že během exprese pQ25 se hladina nemění, při 
expresi pQ72 je značně zvýšená, stejně tak po přidání CPT. V tomto případě hladina fosforylace 
p53 koreluje s výskytem DSB (Illuzzi et al. 2011). 
Další modifikací, která se u p53 objevuje jako odpověď na poškození DNA, je acetylace. 
Ta je důležitá pro oligomerizaci a směrování p53 do jádra (Kawaguchi et al. 2006). Během 
exprese pQ72 acetylace klesala pod hodnoty obvyklé pro základní hladinu. Během exprese pak 
dochází pouze k náhodným dimerizacím či trimerizacím, které ale nejsou stabilní, a tak p53 není 
schopno zaujmout stálou konformaci. To ovlivňuje jeho schopnost vstupu do jádra, obvyklou 
modulaci transkripce během odpovědi na buněčný stres a expresi důležitých genů pro DDR. 
Chybějící aktivita opravných proteinů vede k narušení DDR, což následně znamená více 
vzniklých a neopravených DSB (Illuzzi et al. 2011). 
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Zatímco acetylace p53 vyústí k aktivaci stresové odpovědi, monoubikvitinace znamená 
akumulaci p53 v cytoplazmě. Během exprese pQ72 dochází souběžně s poklesem acetylace ke 
vzrůstu monoubikvitinovaného p53. V tomto stavu zůstává navázán jeho negativní regulátor 
MDM2 a není schopen katalyzovat DDR (Li et al. 2003; Illuzzi et al. 2011). 
Tento článek poukazuje na změny v posttranslačních modifikacích p53 během DDR. K 
přesnému pochopení, jak tyto změny přispívají k HD patogenezi, je potřeba se touto 




Tato práce shrnuje dosud proběhlé výzkumy týkající se problematiky odpovědi na 
poškození DNA během patogeneze HD. V jednotlivých pracích se lze setkat s různými pohledy 
a odlišnými výsledky ohledně oprav a akumulace DSB v HD. Jednou z hypotéz, proč dochází k 
odumírání neuronů, je nadměrná aktivace DDR a p53 signální dráhy během exprese mHTT, která 
ve výsledku vede k apoptóze. Existují práce, které navrhují, že p53 zvyšuje hladinu mHTT 
a podněcuje tak progresi HD. Stejně tak proběhly experimenty zkoumající aktivitu H2AX a ATM, 
při kterých bylo zjištěno, že je nadměrně zvýšená. Další hypotézou je snížená schopnost opravy 
během DDR. V těchto pracích jsou detekovány signály γH2AX, dochází tedy k rozpoznávání 
DSB a následnému selhání opravných mechanismů. Ukázalo se, že mHTT je schopen vyvazovat 
Ku70 a narušit tak NHEJ. V důsledku toho dochází k hromadění DSB v buňce. V nedávné době 
byla navržena další hypotéza, podle které není buňka schopna efektivně rozpoznávat DSB. To 
opět vede k hromadění neopravených zlomů. Při překročení určitého prahu množství DNA 
poškození podléhají takové buňky smrti. 
Je také důležitým faktorem, v jakém kontextu byl výzkum této problematiky prováděn. 
Odlišné výsledky mohou být také přičteny různým způsobům, které byly použity pro indukci 
DNA poškození. 
Exprese mHTT nepostihuje pouze nervové buňky, ale nejvíce se v nich projevuje jeho 
toxicita. Nervová tkáň má velmi sníženou schopnost sebeobnovy kvůli omezenému počtu 
kmenových buněk. V postmitotických neuronech je hlavním opravným mechanismem NHEJ. Při 
jeho selhání během toxického působení mHTT nemá buňka možnost efektivně opravit DSB. 
Je nutné si uvědomit, že během výzkumů byly použity různé typy buněk a modelových 
organismů. Například použité nádorové linie s vloženym transgenem pro mHTT mají už samy o 
sobě abnormální buněčné funkce a po indukované expresi mHTT nemusí následné buněčné 
pochody odpovídat situacím v nervových buňkách pacientů s HD. To platí i pro ostatní použité 
buněčné linie nepocházející z nervové tkáně. 
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Vzhledem k nadměrné aktivaci p53 a ATM a jejich vztahu k progresi HD, byly provedeny 
pokusy s jejich inhibicí, která se v myších modelech ukázala jako terapeuticky přínosná. Došlo 
ke zmírnění projevů onemocnění. Avšak ve zvířecích modelech nebyla HD nikdy prokázána, 
jedná se pouze o fenotyp napodobující toto onemocnění. Zůstává tedy otázkou, jaké výsledky by 
měla případná klinická studie u lidských pacientů. Inhibice p53 u lidí je z pohledu bezpečnosti 
léčby velmi problémová vzhledem k jeho ostatním důležitým funkcím v buňce. p53 je tumor 
supresorový protein a je tedy velmi pravděpodobné, že jeho inhibice by ve výsledku mohla vést 
k rozvoji rakoviny. Teoretickou možností by mohlo být určení hladiny inhibice p53, při které 
ještě nedochází k rakovinnému bujení, a zároveň by mírnila projevy HD. Taková hladina by však 
u jednotlivých pacientů byla velmi individuální a případná klinická studie je z důvodu bezpečnosti 
velmi problematická. 
Podobnou úvahu lze aplikovat i na inhibici ATM, která má v buňce taktéž esenciální 
funkce. U myších modelů se ukázalo, že částečná inhibice ATM nemá negativní dopad na životní 
funkce, ale je opět otázkou, zda by tomu tak bylo i u lidí. Jsou známé farmakologické inhibitory, 
u kterých je nutné do budoucna prozkoumat vedlejší účinky během dlouhodobého užívání 
pacienty. 
Je třeba pokračovat ve výzkumu přesných molekulárních mechanismů k jejich plnému 
pochopení a k jejich aplikaci během klinických studií. Cílem je získat důležité poznatky pro vývin 
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